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Hepatitis B virus (HBV) belongs to the family of hepadnaviruses and its 
infection is one of the most serious worldwide health problems. Chronic infection of 
HBV is one of the major causes of hepatocellular carcinoma (HCC) in the world. HBV 
genome is a circular, partially double-stranded DNA molecule with four open reading 
frames (ORF), X-ORF encodes X protein (HBx), which is essential for viral 
proliferation. Most of HBx is found in the cytoplasm and only a few of HBx locates in 
the nucleus. HBx transcativation occurs through interaction with various host proteins 
and modulation of signal transduction process. From transcription level such as 
activation of growth regulatory genes, regulation of apoptosis, inhibition of repair of 
damaged DNA to damage host cells directly or indirectly, therefore, leading liver cells 
to apoptosis, necrosis or even cancerization. 
In the past, studies on HBx mainly focus on its function. In this study, we 
characterize HBx with structural method in order to clarify the associated molecular 
mechanism on its transcriptional activation through interactions with other proteins, 
which will provide structure basis for better understanding of HBx function and drugs 
development. 
In this study we mainly focus on the purification and crystallization of HBx. We 
use E.coli expression system to obtain soluble HBx recombinant protein by cloning 
different length of HBx gene and site-direct mutated HBx gene into different vectors. 
By means of affinity chromatography and gel chromatography to get stable protein and 
using vapour diffusion method for target protein crystallization.  
At present, high purity and concentration protein was obtained, screen of crystal 
growing is ongoing and some possible condition was got. This makes a foundation for 
the optimization of crystal growing. 
 


























1.1  乙肝病毒颗粒的结构 
    HBV是一种很小的病毒，是嗜肝 DNA病毒科（Hepadnaviridae）的一员。完
整的 HBV颗粒又称 Dane颗粒，呈球状，直径 42nm，由外膜和内核两部分组成。
外膜厚 7nm，由蛋白质和膜脂质组成，脂质双层内含有乙肝表面抗原（HBsAg），







长度可变。在不同分子中短链 3’ 端的位置是可变的，而短链和长链的 5’端位置是
固定的，固定点为粘性末端，通过 250～300 个核苷酸碱基配对，以维持 DNA 分
子的环状结构。在粘性末端两侧，两链 5’端各有一个由 11个核苷酸组成的直接重
复序列(Direct repeat DR)-5’ TTCACCTCTCC，位于第 1824个核苷酸者称 DR1，位


















图 1-1 乙型肝炎病毒颗粒结构图 
Fig. 1-1 Structure of Hepatitis B Virus Virion 
（来源于 http://baike.baidu.com/view/3360112.htm） 
图示说明：HBV病毒颗粒分为外膜和内核。外膜上有大、中、小三种表面蛋白，




HBV的负链负责编码 HBV的蛋白，其核苷酸序列有四个开放阅读框（ open 
reading frame，ORF），分别称为 S（ORF S）、C（ORF Core）、P（ORF P）及 X（ORF 
X）。S区可分为 S基因和前 S基因，其中 S基因编码主要表面蛋白，前 S基因能





为 X蛋白。董箐等人于 2004年在中国流行的 HBV病毒株中又发现两个编码基因，


















图 1-2 乙型肝炎病毒基因组结构图[6] 
Fig. 1-2 Genomic structure of HBV [6] 
（来源于 Barbara Rehermann, Michelina, Nascimbeni. Immunology of hepatitis B virus and hepatitis C virus 
infection [J]. Nature Immunology, 2005） 
图示说明：（+）strand 代表 HBV基因组正链 DNA, （-）strand 代表 HBV基因组
负链 DNA，3.5,2.4,2.1,0.7 分别代表以负链 DNA 为模板可转录为 4 种长短不一的
mRNA，Large,Middle, Small, Core, X, Polymerase 分别代表大、中、小三种表面蛋
白、核心抗原、X蛋白和多聚酶基因编码区。 
 
1.2  HBV病毒的基因型分类 
    HBV的 DNA 聚合酶缺乏修复功能，因此，在乙肝病毒的复制过程中 DNA易
发生变异。根据 HBV核苷酸全序列异质≥8%或 S基因序列核苷酸差异度≥4 %，目
前乙肝病毒株可以分为 A到 J 9种基因型[7,8]。 
其中 A、B、C、F 4个基因型还可以划分为不同的亚型，基因型 A有 Ae（e
代表欧洲）和 Aa（a代表亚洲和非洲）两个亚型；基因型 B 可分为 Ba（a代表亚
洲）和 Bj（j代表日本）两个亚型；基因型 C可分为 C1和 C2两个亚型；基因型
F有 I-IV 4个分支，亚基因型 F1属于分支 I，亚基因型 F2属于分支 II和 IV，基因























洲西部沿海地区及马达加斯加比较常见；南美洲的土著居民主要为 F 型；G 型主
要分布在美国、法国、德国、英国和意大利，大多常与基因型 A 共同感染；H 型
主要分布在美洲中部的印第安人，在加利福尼亚和墨西哥也被发现。在我国 HBV
基因型主要是 B型和 C型，D型也有一定的比例。基因型的分布在我国也存在一
定的地域差异，南方以 B 型为主，北方以 C 型为主[16-18]。 
 




Fig.1-3 the Replication Cycle of HBV [5] 
（来源于 董菁,成军,杨倩.乙型肝炎病毒新开放读码框架的确定及其意义[J]. 世界华人消化杂志，2004） 
图示说明：此图为 HBV病毒复制周期图，HBV与宿主细胞表面的膜受体结合进
入细胞后脱壳，HBV的 DNA进入细胞核正链 DNA在 DNA多聚酶的作用下，以
负链为模版，延长修补成完整状态，双股 DNA形成闭环超螺旋。在细胞 RNA多
































细胞核核膜上解聚[19]，病毒的 DNA 进入细胞核，正链 DNA 在 DNA 多聚酶的作
用下，以负链为模版，延长修补成完整状态，双股 DNA形成闭环超螺旋。在细胞
RNA多聚酶催化下，以负链 DNA为模板转录成 4种长短不一的 mRNA（3.5-kb，
2.4-kb，2.1-kb，0.7-kb）。这四种 mRNA的 3’末端拥有共同的一段序列，它可以与
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